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摘要 : 采用 AFLP 技术 对 我 国 具 有 代表 性 的 7 个 省 市 的 10 个 野 骏 看 ( Bombyx mandarimr ) 种 群 和 2 个 家 下 
(Bombyx mori) 品种 的 遗传 多 样 性 进行 了 研究 。 结 果 表 明 : 杭州 、 陕 西 和 重庆 3 个 地 区 的 野 桑 剧种 群 间 及 种 群 


内 个 体 间 的 遗传 距 离 都 比 家 熏 品 种 大 。 野 桑 下 存在 广泛 的 变异 ,7 个 省 市 的 10 个 野 桑 等 种 群 之 间 的 遗传 距离 为 
0.164 ~0.444 (平均 慎 为 0.3826)， 平均 东 合 度 为 0.7061， 表 明 野 骏 看 自然 群体 的 遗传 多 样 性 十 分 丰富 。 
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Abstract: The genetic diversity and relationship among 10 populations of mulberry wild silkworm, Bombyr mandart- 
na, irom 了 regions of China and two races otf silkworm, Bombyr mori, were analyzed by AFLP technique. The results 
showed that the genetic distance of inter- and inira-populations in mulberry wild slkworm from three regions, Hangzhou, 
Shaanxi and Chongqing, was even larger than that of races in domestic silkworm. Extensive genetic variation existed among 
10 populations of mulberry wild silkworm, The genetic distance between these populations ranges from 0.164 in 0.444 
(the average value 1s 0.3826) and the average heterozygosity value of them is 0.706]1, which also indicates that mulberry 


wild alkworm is rich in penetic diversity. 
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一 个 物种 对 环境 适应 能 力 的 强 弱 及 其 生存 与 进 
化 潜力 的 大 小 .取决 于 该 物种 遗传 多 样 性 是 否 丰 富 
《 施 立 明 ,1990)。 因 此 ,遗传 多 样 性 已 逐渐 成 为 分 析 
物种 生存 状况 与 变化 趋势 .生物 资源 质量 .群体 分 化 
动态 的 一 项 重要 指标 ( 张 文 艳 等 .1996; 张 德 春 等 、 
1999)。 随 着 分 子 生物 学 迅猛 发 展 , 越 来 越 多 的 分 子 
遗传 标记 技术 应 用 于 昆虫 的 遗传 多 样 性 研究 。 其 中 
由 Zabeau 名 Vos{ 1993) 发 明 的 AFLP(amplified frag- 
ment length polymorphism) 技 术 是 基于 PCR 和 RFLP 
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基础 上 的 一 种 新 的 DNA 分 子 遗 传 标记 技术 。AFLP 
克服 了 RAPD 标记 的 不 稳定 的 缺点 用 RFLP 技术 受 
探 针 来 源 腿 制 的 不 足 , 具 有 分 析 快 速 , 重 复 性 好 . 结 
果 稳 定 可 靠 的 突出 优点 。 

我 国 幅 员 辽 阅 , 气候 差 蜡 显著 , 野 桑 看 分 布 广 
泛 , 其 遗传 多 样 性 十 分 丰富 。 而 家 公 ( Bombyx mori ) 
是 由 中 国 野 桑 蛋 (Bomiyx mandarina ) 驯化 而 来 的 
( 吉 武 成 美 .1967; 蒋 瞩 龙 ,1982; 李 焕 文 ,1985)。 研 
究 野 竣 下 的 遗传 多 样 性 可 为 利用 野 桑 乔 资 源 进 行家 
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等 育 种 工作 提供 依据 。 近 年 来 ,AFLP 技术 也 开始 应 
用 于 家 笃 DNA 多 态 性 和 遗传 多 样 性 研究 (万 春玲 
等 ,1999), 但 利用 AFLP 分 析 技 术 对 野 桑 看 进行 
DNA 多 态 性 研究 还 未 见报 道 。 本 研究 用 AFLP 技术 
分 析 不 同 地 区 10 个 中 国 墅 梭 答 种 群 的 遗传 多 样 性 ， 
进而 探讨 各 地 野 桑 重 之 间 及 其 与 家 乔 之 间 的 进化 关 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

选择 有 代表 性 的 2 个 家 蚕 品 种 一 一 Co 和 大 造 
{Dazao} ， 于 1999 年 春季 饲养 .。 野 桑 蛋 于 1999 年 5 
月 采集 。 野 桑 重 的 收集 既 考 虑 到 我 国 地 域 辽 阀 ， 样 
品 要 有 代表 性 ;又 要 兼顾 样品 易于 获取 。 本 研究 选 
择 的 7 个 省 市 10 个 野 桑 看 种 群 的 样本 见 表 1。 
1.2 基因 组 DNA 模板 的 制备 

模板 DNA 的 制备 参照 Williams et al. (1990)、 
夏 庆 友 等 (1998} 的 方法 ， 家 下 抽 提 个 体 DNA 备用 。 
妓 桑 乔 取 晴 进 行 DNA 的 抽 提 ,分 两 部 分 进行 , 即 单 
个 肾 DNA 用 于 3 个 地 区 野 桑 鼻 及 家 蛋 的 AFLP 多 
态 性 分 析 : 同 一 地 区 3 ~ 5 个 肾 DNA 等 量 混合 成 基 
因 袖 DNA ,用 于 不 同 地 区 野 桑 看 的 AFLPs 多 态 性 分 





析 。 然 后 进行 电泳 检测. 并 用 BIO-RAD Smart 
SpecIM 3000 分 光 光 上 度 计 测定 浓度 ,然后 用 TE 稀释 ， 
保证 DNA 的 纯度 (Aneo/Axeo) 在 1.8 左右 
1.3 AFLP 分 析 

AFLP 分 析 技 术 和 参照 Zabeau & Vos( 1993】 Vos 
et dl .(1995) .万 春玲 和 谭 远 德 {1999) 的 方法 ,并 加 
以 改进 ,2 次 扩 增 反应 采用 Qil-free 管 在 Tehermu- 
lyne Amplitron 工 型 DNA 扩 增 仪 上 进行 。 本 次 研究 
所 用 接头 和 引物 序列 匈 表 2 简明 流程 如 下 ;100 ng 
基因 组 DNA 用 Taq 工 和 Pst I 工 消 化 , 取 5 wl 消化 产 
物 用 Ty 连接 酶 把 双 链 接头 连接 到 酶 切片 段 上 .然后 
用 具有 1 个 选择 性 碱 基 的 引物 对 对 连接 产物 进行 预 
扩 增 ,再 以 预 扩 增产 物 为 模板 ,用 带 3 个 选择 性 碱 基 
的 引物 对 进行 选择 性 扩 增 ， 扩 增产 物 上 样 于 6 镀 变 
性 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 , 在 电泳 槽 内 ( BioRad Sequi-Cen 
CT Sequencing Cell) 以 1xTBE 为 电泳 缓冲 液 .5305 、 
恒 功 80 到, 最 大 电压 设置 2500 Y ,电泳 3h 20 min。 
最 后 用 银 染 法 (参照 Promega Cat.Q4132 银 兴 试剂 盒 
使 用 说 明 书 ;检测 凝 胶 电 泳 结果 。 
1.4 数据 统计 分 析 

参考 RAPD 标记 数据 分 析 方 法 ( 常 青 和 周 开 亚 ， 
1998:Luch ,1990) ,将 AFLP 标记 作为 等 位 基因 进行 








表 1 野 么 垂 来 源 、 编 号 及 代码 
Table 1 Source,number and code of samples of Bombyr mandarina 
编号 pepefien 来 源 及 提供 者 编号 pte 来 小 有 提供 者 
ee Source and provider a de Souree and provider 

1 ”杭州 野 桑 蛋 汤 江 . 顾 国 达 6 ee 江苏 , 陈 克 平 . 李 木 旺 

HZ From GU Guo-da,Zhejiang From CHEN Ke-ping and LI Mu-wang,Jlangsu 
2 ”周至 野 桑 下 陕西 .周至 蚕 研 所 7 海关 时 和 和 江苏 , 现 马 扬 虎 

22 From Zhouzh: Sericuliura] Station, Shaan3? XG From SIMA Yang-hu,Jiangsu 
3 ”安康 野 桑 天 ”陕西 . 胡 必 利 .高 贵 思 & ”吴江 野 桑 乔 。 江苏 ,司马 扬 虎 

AFK From HU Bi-i and GAO Gui-tian, Shaanu WJ Fron SIMA Yanyg-hu,Jiangsu 
4 ”重庆 野 桑 亚 “重庆 .西南 农大 桑 园 9 许昌 野 桑 寿 河南 , 胡 坏 举 

CQ From the Mulberry Garden of SWAU .Choogqing XC Frou HL Shi-hua, Henuan 
5 ”武汉 野 桑 下 “湖北 , 叶 伟 兵 , 郝 渝 10 ”沈阳 野 桑 鼻 ”辽宁 ,石生 林 

WH From YE Wei-bing and HAO Yu .Hubei SY Fryn SHI Sheng-lin. Liaoling 


游 关 即 游 奎 关 , 下 同 {(Xnguan :Xushuguan ,the samne hereafter} ， 








表 2 选择 性 扩 增 中 使 用 的 引物 
Tahle 2 Primers used in the selective amplification 
引物 序列 G+C 会 引物 序列 G+C 食量 
Primer-Pst J sequence G+C cootenl( % ) Primer-Tad I vequence G+€C contenti 或 ) 
Pl:5'— GACGGCCGTATGCAGAAT - 3° 539 .6 TI;5’—- GATGAGTCCTGCAGCGAAAT— 3’ 47.4 
EP3:5'— GACGGCCOTAGGCAGAAC — 3 GI.E P2:5 — GACGGCCGTATGOCAGAAG — 3’ 6E.Ff 
T3:5' — GATGAGTCCTGAGCGAACA — 3 2.6 T2:3 ~ GATGAGTCCTGAGCGAAAC 一 3 S2 
PA4;,5' — GACGGCCGTACGGCAGATA — 3" $5.6 T4;5 - GATCAGTCCTGACGCGAAAG — 3" 52.6 
PS:5 ~ GACGGCCGTATGUAGATC — 3" G1.f T5:5'— GATGAGTCCTGAGCGAAGA — 3' $2.6 
P6:5'— GACGGCCGTATGUAGATC — 3"' GT T6:5 -CATCAGTCCTGACCGAAGC -3 S7 .9 


P7:S ~ GACGGCCGTAGGCAGAGA 一 3 6F.] 


表 中 引物 序列 3 -总 合 3 个 选择 性 碱 基 (The 3 - ends of the primers in the table contain three selecbve bases)。 
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多 态 性 研究 。 对 每 一 引物 而 言 ， 在 特定 位 置 出 现 扩 
增 带 均 作为 1 个 分 子 标 记 ， 并 代表 1 对 酶 切 位 点 ， 
记 为 “1"， 未 出 现 扩 增 带 记 为 “0"， 以 此 作为 数据 
记录 的 标准 。 任意 2 个 个 体 { 或 种 群 ， 或 物种 ) 间 
的 遗传 相似 度 (genetic similarity) 据 以 下 公式 计算 : 
S=2NxyANx+ Ny， 公 式 中 5 为 遗传 相似 度 ，Nx、 
Ny 分 别 为 x 和 yy 个体 (或 种 群 ， 或 物种 ) 各 自 拥 
有 的 全 部 谱 带 数目 ，WNxy 为 两 者 共同 为 1 的 带 的 数 
目 。 5 在 这 里 直接 表示 AFLP 谱 带 所 显示 的 2 个 个 
体 {或 种 群 ， 或 物种 ) 之 间 基 因 组 相似 的 程度 ，5 
值 愈 小 变异 程度 就 愈 大 (Nei et al.，1979), 因此， 
2 个 个 体 (或 种 群 , 或 物种 ) 之 间 的 遗传 变异 
《variability) 即 遗 传 多 样 性 (genetic diversity，D)， 
可 通过 2 个 个 体 (或 种 群 , 或 物种 ) 之 间 基 因 组 不 
同 的 程度 来 体现 。 本 文中 用 遗传 距离 (genetic dis- 
tance，D) 表示 2 个 个 体 (或 群体 , 或 物种 ) 之 间 
基因 组 不 同 的 程度 ， 可 表述 为 D = 1 S。 分 析 软 件 
采用 TREECONW (Peer & Wachter，1994)， 版 本 为 
1 36 

多 态 性 带 比例 = 多 态 性 扩 增 片段 数 / 扩 增 片 段 
总 数 ， 根 据 同一 种 群 内 多 态 性 条 带 比 例 的 平均 值 与 
某 物 种 的 总 多 态 人 性 条 带 比例 的 比值 ， 可 粗略 算出 该 
物种 的 DNA 多 态 性 来 自 于 同一 群体 内 的 平均 百 分 
数 。 种 群 的 平均 杂 合 度 He (heterozygosity) 参照 等 


位 酶 分 析 的 方法 (Ayala & Kinger，1984; Nei&1Li, 
1978 ) ， 

He = 2(1 SE/n 
其 中 互 是 第 i 等 位 基因 出 现 的 频率 ，n 为 基因 位 点 
个 数 。 分 析 软 件 采 用 SPSS (Norussi，1990)， 版 本 
为 10.0。 


2 结果 与 分 析 


3 个 地 区 野 梭 看 种 群 及 2 个 家 生 品 种 的 
AFLPs 多 态 性 分 析 

2.1.1 扩 增 结果 用 7 个 引物 对 对 3 个 地 区 的 野 
桑 鼻 种 群 及 2 个 家 蛋品 种 的 19 个 个 体 的 DNA 进行 
扩 增 ， 共 得 到 1 953 条 可 分 辩 的 DNA 带 型 。 引物 对 
的 组 合 及 扩 增 带 数 见 表 3。 由 表 3 可见， 所 用 的 7 
个 引物 对 中 ， 平 均 每 引物 对 扩 增 出 279 条 带 各 村 
料 带 数 总 和 ， 下 同 )。 扩 增 带 数 最 多 的 是 Pl 和 T2， 
为 387 条 ; 最 少 的 是 P3 和 T1， 为 198 条 带 ， 不 同 
引物 对 扩 增 出 的 多 态 性 条 带 数 和 多 态 性 条 带 比例 有 
较 大 差异 ， 最 大 的 是 P6 和 T1， 平均 为 65.97%， 
最 低 的 为 P2 和 T1， 平 均 为 44.93 台 :不 同 地 区 野 
又 看 种 群 及 不 同 品 种 家 大 的 扩 增 结果 也 不 相同 ， 扩 
增产 物 多 态 人 性 以 杭州 野 桑 簿 最 高 ， 多 态 性 条 带 为 
313 杀 ,多 态 性 条 带 比 例 高 达 72.29 名 ;最 低 的 是 


2.1 


表 3 引物 对 及 扩 增 带 数 
Table 3 Primer combinations and the number of the amplified bands 


扩 增 带 数 No of bands 








引物 对 多 态 性 檬 竹 目 及 多 态 性 带 比例 No-and percent of polymorphism bands 【名 ) 
Primer 
par Hz 22 CO Dazao Cios Hz 22 co Dazao Ca 
PITIL 6l 50 49 对 41 38 (62.30) 31 (62.00) 25 《51.01) 0 10.00) ]2 (29.27) 106 (45.11) 
P&T 44 4 39 4 各 38 31 {170.45) 24 (52.17) 23 {5B.97) 4 (10.00) ]] (28.93) 93 (44.931 
P33&T! 48 50 科 26 32 35 172.92) 36 (72.00》 39 (69.05) 4 (15.38) ]3 (40.63} 117 (59 09) 
P5&Tl 48 55 57 33 45 33 (68.75) 29 (52.73) 32 {56.14) 0 {0.00) 16 (35.56; 110 (46 221 
P6&TI 80 76 88 73 65 55 (68.75) 45 (59.21} 65 {74.86) 50 (68.85 ， 37 (56.69) 2152 165.97) 
PIl&T? 79 81 99 58 20 62 【78.48) 55 (67.90) 70 170.71) 2 13.45) 24 (34.29) 3113 (55.041 
FP2&T? 73 76 71 37 49 5S9 (80.82) 58 (76.32) 44 {61.97) 1 {2.70)} 18 (36.73) 180 (58.82) 
平均 
Average 61.9 62.0 63.6 43.0 48.6 44.7 (72.29) 39.7 (64.06) 41.1 {64.72) 8.7 (20.27) 18.7 (38.53) 


家 每 大 造 ， 多 态 性 条 带 只 有 61 条 ， 多 态 性 条 带 比 
例 仅 为 20.27%。 

3 个 地 区 的 野 桑 看 种 群 共 扩 增 出 708 条 带 ， 多 
态 性 条 带 数 目 为 624， 其 比例 达 88.14%，2 个 家 和 看 
品种 共 扩 增 出 423 条 带 ， 多 态 性 条 带 数 目 为 276， 
多 态 性 比例 为 6.25%。 结 人 台 表 3 可 以 算出 ， 野 又 





乔 DNA 多 态 性 76.04% 来 自 于 同一 地 区 的 种 群 内 ， 
23.96% 来 自 于 不 同 地 区 种 群 间 ; 而 家 和 看 却 只 有 
45.06% 来 自 于 同一 品种 内 的 不 同 个 体 ，54.96% 来 
自 于 不 同 的 品种 。 这 表明 同一 地 区 的 野 桑 乔 ， 也 是 
一 个 遗传 分 化 较 大 的 混杂 种 群 ，AFLPs 多 态 性 甚至 
高 达 72.29%， 遗 传 多 样 性 十 分 丰富 ,但 同一 品种 
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的 家 和 居 则 较 纯 ，AFLPs 多 态 性 较 低 、 其 遗传 多 样 性 
主要 来 自 于 不 同 品 种 之 间 。 

2.1.2 遗传 距离 与 UPGMA 系统 聚 类 分 析 ”从 表 4 
可 以 看 出 ， 家 虱 不 同 品 种 不 同 个 体 间 的 遗传 距离 最 
小 为 0.310， 最 大 为 0.389; 同一 品种 不 同 个 体 间 
的 遗传 距离 最 小 为 0.008, 最 大 为 0.176， 时 桑 算 
不 同 地 区 不 同 个 体 间 的 遗传 距离 最 小 为 0.409， 最 
太 为 0.534; 同一 地 区 不 同 个 体 间 的 遗传 距离 最 小 
为 0,192， 最 大 为 0.450。 家 人 蛋 和 时 又 和 蛋 之 间 的 遗 
传 距 离 最 小 为 0.444、 最 大 为 0.545。 由 此 可 以 看 
出 纯度 较 高 的 家 蛋品 种 ， 其 品种 内 个 体 间 的 差异 很 
小 ， 遗 传 距 离 也 极 小 ; 而 同一 地 区 野 桑 重 的 遗传 距 
离 较 大 (从 0.192 到 0.450)， 其 中 有 一 部 分 甚至 超 


过 了 家 短 品 种 间 的 遗传 距离 (从 0.310 到 0.389 )- 
这 也 同样 表明 ， 同 一 地 区 的 野 桑 蛋 遗 传 分 化 较 大 、 
遗传 多 样 性 十 分 丰富 。 

用 UPGMA 《unweighted pair-group method with 
arithmetic means) 法 对 3 个 地 区 的 野 桑 性 和 2 个 品 
种 的 家 收 共 19 个 个 体 进 行 聚 类 分 析 ， 并 绘制 聚 类 
图 {图 1)。 由 图 上 可 见 ， 野 桑 生 的 全 部 个 体 聚 在 一 
起 ， 家 直 全 部 个 体 也 聚 在 一 起 ， 形 成 两 大 分 支 - 同 
时 ,同一 地 区 野 桑 看 的 个 体 也 能 聚 在 一 起 ， 说 明 个 
体 在 一 定 程度 上 能 够 及 映 该 地 区 野 桑 蛋 的 遗传 特 
性 : 此外， 同一 品种 的 家 看 个 体 亦 能 很 好 地 么 在 一 
起 。 

2.1.3 遗传 差异 和 多 样 性 分 析 根据 信息 位 点 上 


表 4 3 个 地 区 时 又 矢 种 群 及 2 个 家 蚕 品种 的 遗 忧 距离 矩阵 
Table 4 Genetic distance matrix of Bombyx mandarina populations in three regions and two varieties of Bombyxr moOr 








Hz 22 co Tazao Cim 

1 2 3 上 1 3 4 l 1 Ey 4 1 2 3 4 ] 和 3 +4 
HZ-l .000 
HZ-2 0 400 0 000 
Hz -3 0.402 0.415 0.000 
ZZ-] (1.448 (1.456 0.427 0.000 
ZZ 一 了 0 456 1 409 0 442 0.283 0.000 
227-3 0.460 0.437 0.44] 0.204 0.336 0 000 
ZZ -了 0.443 0.458 [1-443 0-.29] 0.750 0.3093 0.000 
LO- 0.525 0.539 0 3335 0 457 0,503 0.462 0.477 0.000 
CQO-2 0.507 0.506 0 446 0 445 0 466 0.480 0.434 0.239 0 000 
CO-3 0 518 0 487 0.461 0.406 0.441 0.415 0 42L 0 430 0.244 0.000 
CQ-4 0.509 0.493 0.456 0.420 0.445 0.409 0.433 0.450 0.294 0.192 0.000 
Duazao~1 0.523 0.477 0.476 0.449 0 454 0.450 0.452 0.517 0.437 0.449 0.478 O_O 
Dazrao -TI 0.520 0 45% 0 4%0 04 DAbt Od454 0 452 0 515 0 444 0.456 0.4386 0 049 0.00D 
Dazaop -3 0.s44 0.503 0.490 0.477 0.485 0.486 0.484 0.538 0 S09 0.5048 0.537 0.092 0 095 0.00n 
Dazap -4 0.545 0.497 0.483 0.475 0.480 0.480 0.478 0.536 0.507 0.503 0.530 0.099 0.0% 0.0n8 0 O00 
人 [四 一 上 0.523 0.491 0 483 0 466 0..496 0.479 0.466 0 522 0.488 0.512 0,510 0.385 0.389 0.313 0.317 0.000 
Cw-2 0 515 0.491 0.489 0.473 0.474 0.489 0 47h 0.S17 0.477 0.511 0.505 0.374 0.331 D 311 0.310 0.134 0.000 
Clog-3 0.527 O.4B4 0 472 0.474 0.468 0.494 0 471 0.529 0.488 0.501 0.%06 0.375 0.388 0 313 0 3 0.087 0.102 0 (00 
Ciog 4 0.517 0.483 0.467 0.466 0-474 0.460 0.465 0.523 0.47n 0.485 0.50] 0.356 0.3689 0.359 0.357 0.136 0 176 1 135 0.000 
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1 3 个 地 区 野 桑 看 种 群 和 2 个 家 等 品种 的 UPGMA 聚 类 图 


Fig.1 
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UPGMA dendrogram of Bombyx mandarina populalions n three regions and two varieties of 
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表 5 同一 地 区 野 释 一 及 同一 品种 的 家 重 个 体 间 的 遗传 相似 率 (%】 


Table S$ Genetic similarity between individuals from the same population 








最 小 值 Minimum 最 大 值 Maxmum ”平均 值 Average 标准 差 SD 
HZ 58.5 60.0 59.4 0.0114 
ZZ 的 .1 79.6 70.7 6566.1 0.0464 
CO 55.0 80.8 68.3 0.1021 
Dazao 90.1 99.2 92.6 89.8 0.0374 
Co 82.4 90.3 87.0 0.0285 


有 无 扩 增 带 ,计算 种 群 个 体 间 的 遗传 相似 率 ( 表 5)。 
在 %5 多 的 显著 水 平 上 ,种 群 内 遗传 相似 率 有 如 下 关 
系 : 大 造 > Ciog > 周至 野 桑 乔 > 重庆 野 桑 笃 > 杭州 时 
桑 鼻 。 其 中 太 造 和 Ciog 个 体 间 遗传 相似 率 都 很 高 ， 
分 别 为 和 2,6% 和 87%, 远 远 高 于 任何 一 个 地 区 的 时 
桑 香 种 群 。 野 桑 鼻 种 群 内 个 体 间 的 遗传 相似 率 ( 无 
论 单个 值 还 是 平均 值 ) 则 低 得 多 , 即 野 桑 笃 种 群 中 个 
体 间 的 遗传 距离 比 家 乍 种 群 中 个 体 间 的 大 得 多 , 表 
明 野 生 种 群 ( 或 野 桑 香 种 群 ) 比 人 工 饲 养 种 群 ( 或 家 
蛋 ) 有 更 显著 的 遗传 差异 。 

2.2 10 个 野 桑 乔 种 群 的 AFLPs 多 态 性 分 析 
2.2.1 扩 增 结果 采用 5 个 引物 对 对 10 个 野 又 蚕 
基因 字 DNA 进行 扩 增 ， 结 果 列 于 表 6。 共 扩 增 出 
385 个 等 位 位 点 ， 每 个 引物 对 平均 扩 增 的 等 位 位 点 
数目 为 77。 扩 增 等 位 位 点 数 最 多 的 是 PI 和 T2， 为 
114 个 等 位 位 点 ; 最 少 的 是 P2 和 T2. 为 25 个 等 位 
位 点 。 扩 增产 物 中 有 335 个 等 位 位 点 呈现 多 态 性 ， 


平均 每 个 引物 对 扩 增 出 的 多 态 性 等 位 位 点 数目 为 
67。 扩 增 出 多 态 性 等 位 位 点 数 最 多 的 引物 对 是 Pl 
和 T2， 上 比例 为 91.23%; 最 少 的 为 P2 和 T2， 为 
76.00 驼 - 由 此 可 见 ，AFLP 扩 增 结果 因 引 物 对 的 不 
同 ， 扩 增产 物 均 有 显著 差异 。 其 中 Pl1 和 Tl 及 P1 
和 T2 两 对 引物 的 扩 增 结果 见 图 2、 此 外 、 不 同 地 区 
的 野 雄 和 蛋 扩 增 的 总 带 数 亦 不 相同 。 

2.2.2 下 离 矩阵 和 娟 类 图 “与 前 面 的 计算 方法 相 
间 , 得 到 0 个 野 桑 等 的 遗传 距离 如 表 7， 素 类 图 如 
图 3。 从 表 7 中 可 以 看 出 ,重庆 野 乘 看 和 武汉 野 桑 
蛋 之 间 的 遗传 距离 最 大 ， 为 0.444。 重 庆 野 又 性 和 
周至 时 和 桑 每 之 间 的 遗传 距离 最 小 ， 为 0.I64，I0 个 
种 群 间 的 平均 遗传 距离 为 0.3826。 与 图 3 结合 看 可 
发 现 ， 在 空间 上 距离 较 近 的 野 桑 短 遗 传 距离 较 小 ， 
它们 之 间 的 遗传 变异 较 小 ; 空间 上 相 下 较 远 的 野 桑 
大 遗传 距离 较 大 、 它 们 之 间 的 遗传 变异 也 较 大 。 
2.2.3 ”群体 的 平均 杂 合 度 I0 个 野 桑 短 种 群 采 


表 6 不 同 引物 对 对 10 个 野 双 一 种 群 的 扩 增 结果 
Table § Tbe results amplified different primer combinations and 10 geographical populations of Bombyx mandarina 


引物 对 扩 增 的 等 位 位 点 数 多 态 性 等 位 位 点 数 


多 套 性 位 点 数 比 例 杂 合 度 





Primer pair No.of amplified allelic loci No.of polymorphue allelic loci Percent of polymorphic allelic leci (9%) Degree ME 
Pl& 人 Tl 89 了 2 86.52 0.6539 
P&T 83 72 86.7S 0.7323 
P3&Tl 74 63 85.14 0.6888 
Pl &T? 114 104 91 23 0.7457 
P2 & 了 2 25 19 276 如 0 6576 


表 7 10 个 野 双 和 一 种 群 的 遗 传 距离 炬 阵 
Table7 Genetic distance matrix of 10 peographical populations of Bombyx mandarina 


XC SY 





HZ 2Z2 AK CQ WH 2] XG WJ 
Hi 0.000 
2Z2 0.314 0.000 
AK 0.385 0.418 0.000 
CR 0.323 0.164 0.411 0.000 
WH 0.365 0.421 0.366 0.44 0.000 
| 0.360 0.388 0.413 0.393 0.364 0.000 
XG 0337 0.360 03 有 0.377 0.402 0.357 0.000 
WV] 0.348 0.393 0.399 0.413 0.396 0.351 0.325 0.000 
XC 0.38[ 0.386 0.377 0.429 0.415 0.401 0.407 0.374 0 0 
CY 0.368 0.390 D4l4 0.424 0.417 0.423 0.429 0.404 0.397 


0.000 
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图 2 Pl 和 Tl1. Pl 和 和 T2 扩 增产 生 的 AFLP 谱 带 
Fig.2 The AFLP bands amplified by the pnmer 

combination Pl & Tl and Pl & T2 

1 ~10. 11~20 分 别 为 引物 对 Pl & Tl、Pl 多 了 T2 的 扩 增 结果 ， 

其 模板 分 别 为 表 1 中 编号 1 ~ 10 所 代表 的 野 桑 三。 

The lanes 1 ~ 0 and 11-20 displayed the PCR results amplified by 

the primer combination Pl & Tl and Pl] & T2, which template eor- 

respond to numbers 1 - 10 in Table ] 、respectively 





图 3 ”10 个 时 桑 蛋 地 理 种 群 的 NJ 聚 类 图 
Fig.3 NJ Dendrogram of 10 geographical populations of 
Bombyx mandarina 


用 5 个 引物 对 ， 共 产生 了 385 个 等 位 位 点 ， 每 个 位 
点 中 扩 增 带 出 现 的 频率 为 0.1~1.0。P1 和 T2 产生 
的 AFLPs 的 平均 杂 合 度 景 大 ， 为 0.7457; P2 和 T2 
产生 的 AFLPs 的 平均 杂 合 度 最 小 ， 为 0.6576、 由 此 
可 见 ， 不同 引 物 对 产生 的 AFLPs 的 平均 杂 合 度 存在 
显著 差异 。 引 物 的 筛选 及 使 用 多 对 引物 可 以 减 小 实 
验 的 随机 误差 ， 使 实验 结果 与 实际 情况 相符 。 野 又 
罩 群 体 的 平均 杂 合 度 为 0.7061 .表明 野 桑 乔 群 体 的 


遗传 分 化 显著 ， 在 一 定 程度 上 反映 了 其 群体 的 遗传 
多 样 性 极为 丰富 . 
3 讨论 

本 研究 发 现 . 不 同 地 区 野 桑 下 的 遗传 差异 较 大 ， 
其 遗传 距离 在 0.164 ~ 0.444, 平 均 为 0.3826, 比 家 剖 
的 遗传 距离 (0.118 ~ 0.403) 大 。 另 外 .同一 地 区 的 
野 桑 短 , 其 个 体 的 遗传 差异 !{ 遗 传 距 离 为 0.192 ~ 
0.450) 达 到 甚至 超过 家 壮 品 种 间 的 遗传 差异 。 这 与 
余 红 仕 等 (2000) 利用 RAPD 技术 对 时 桑 盘 的 DNA 
多 态 性 研究 的 结果 一 致 。 由 于 同一 地 区 的 野 桑 盘 个 
体能 较 好 地 聚 在 一 起 .因此 ,在 进行 不 同 地 区 的 时 又 
看 比较 研究 时 .把 3~5 个 个 体 的 DNA 混 台 成 基因 
池 后 再 进行 AFLP 分 析 . 可 以 减少 地 区 内 个 体 差 异 的 
影响 ， 

本 研究 利用 SPSS 软件 首次 对 AFLPs 位 点 的 平 
均 杂 侣 度 进行 了 计算 ， 发 现 10 个 野 桑 每 种 群 的 平 
均 杂 合 度 为 0.7061， 比 其 他 许多 物种 利用 RAPD 谱 
带 计 算 的 群体 平均 杂 合 度 高 得 多 。 产 生 这 一 结果 的 
原因 可 能 有 以 下 2 个 方面 : 一 是 野 桑 麦 群 体 本 身 的 
杂 台 度 就 很 高 ， 二 是 AFLP 技术 检 出 DNA 多 态 的 效 
率 比 RAPD 要 高 ， 由 于 没有 利用 AFLP 结果 进行 群 
体 的 平均 杂 合 度 研究 的 相关 报道 、 因 而 还 不 能 用 平 
均 杂 合 度 对 时 又 看 的 遗传 多 样 性 作出 较为 准确 的 评 
价 。 但 是 在 很 大 程度 上 已 经 反映 出 野 桑 罩 群 体 的 遗 
传 分 化 情况 。 

本 研究 还 发 现 ，3 个 地 区 野 桑 乔 的 11 个 个 体 有 
1 条 特有 带 和 83 条 共有 带 ; 2 个 家 外 品 种 的 8 个 个 
体 共 有 11 条 特有 带 和 147 条 共有 带 ; 家 逢 和 野 桑 
短 的 19 个 个 体 共 有 69 条 共有 带 、 尽管 这 些 特 有 带 
是 否 能 作为 区 分 家 蚕 和 野 桑 寿 的 AFLP 分 子 标记 还 
有 待 进一步 研究 ， 但 从 这 些 数字 可 以 看 出 ， 家 乔 和 
野 桑 蛋 的 共有 带 数 目 占 野 桑 盘 共 有 带 的 83,13%， 
也 在 一 定 程度 上 反映 出 家 种 和 野 桑 看 在 进化 上 的 亲 
缘 关 系 。 

目前 AFLP 应 用 于 昆虫 学 研究 的 报道 还 不 是 很 
多 ， 本 研究 成 功 地 利用 AFLP 技术 对 时 又 看 遗传 多 
样 性 进行 分 析 ， 也 进一步 证 明 AFLP 分 析 技 术 是 适 
合家 看 等 昆虫 的 DNA 多 态 性 研究 的 (万 春玲 等 . 
1999)。 银 染 法 的 运用 、 使 AFLP 技术 更 加 安全 ， 数 
据 统 计 更 准确 方便 。AFLP 作为 一 种 多 态 检 出 效率 
很 高 的 分 子 标记 技术 ， 随 着 其 研究 体系 的 日 趋 完 
善 ， 将 在 昆虫 学 研究 中 得 到 更 广泛 的 应 用 、 
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